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摘要 :【 目的] 筛选 出 二 斑 叶 螨 Tetranychus urticae Koch 抗 甲 氰 菊 酯 、 阿 维 菌 素 及 螺 螨 酯 混 剂 的 实时 定量 PCR 最 优 
内 参 基因 。[【 方 法 ] 选 取 5.8S rRNA, a-tubulin, TBP, B-actin, ELFn, RPL13a,，GAPDH 和 SDHA 8 个 候选 内 参 基因 ， 
以 GeNorm，BestKeeper 和 Normfinder 3 个 软件 分 析 这 8 个 基因 在 二 斑 叶 里 多 重 抗 性 品系 中 的 表达 稳定 性 , 并 以 得 
选 的 内 参 基因 分 析 二 斑 叶 螨 P450 酶 系 CYP3924 亚 家 族 基 因 的 表达 水 平 。【 结果 】 经 GeNorm，BestKeeper 和 
Normfinder 3 个 软件 综合 评价 确定 ELFn 基因 为 二 斑 叶 螨 敏感 品系 (susceptible strain，SS) 和 多 重 抗 性 品系 (multi- 
pesticide resistant strain，Mp-R ) 各 发 育 阶 段 的 最 优 内 参 基因 。 以 ELFn 为 内 参 基 因 对 二 斑 叶 螨 CYP3924 亚 家 族 16 
个 基因 表达 量 进 行 分 析 , 结果 表明 :经 多 重 抗 性 选 育 40 代 后 , Mp-R 品系 卵 期 CYP39241 表达 量 显 著 上 调 ; 
CYP392416 基因 在 各 发 育 阶 段 表达 量 极 显 著 高 于 SS 品系 相应 发 育 阶 段 ;其 他 基因 表达 量 在 敏感 品系 和 抗 性 品系 
之 间 差 异 不 显著 。[【 结论】 筛选 出 了 SS 和 Mp-R 品系 中 各 发 育 阶 段 最 佳 内 参 基因 为 EFIn;Mp-R 品系 CYP3924 亚 
家 族 16 个 基因 的 表达 量 在 幼 螨 和 若 螨 阶段 低 于 卵 与 成 螨 阶段 ,其 中 CYP392416 基因 在 二 斑 叶 螨 多 重 抗 性 的 形成 
中 起 主要 作用 。 该 结果 为 二 斑 叶 螨 多 重 抗 性 研究 商定 了 一 定 基础 。 

关键 词 : 二 斑 叶 螨 ; 多 重 抗 性 ; 内 参 基 因 ; CYP3924 亚 家 族 ; 基因 表达 量 ; RT-qPCR 
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Selection of the most suitable reference genes and expression profiling of 



















































































































































































CYP392A subfamily genes in the multi-pesticide resistant strain of 


Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) 
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Abstract: [Aim)] This study aims to select suitable reference genes in the multi-pesticide (abamectin, 
fenpropathrin and spirodiclofen ) resistant strain ( Mp-R) of T. urticae by quantitative real-time PCR 
(RT-qPCR). 【Methods】Eight candidate reference genes including 5. 8S rRNA, a-tubulin, TBP, B- 
actin, ELFn, RPL13a, GAPDH and SDHA were chosen. The stability of these candidate reference genes 
was investigated by using three softwares (GeNorm, NormFinder and BestKeeper). Then the expression 
of CYP392A subfamily gene in P450 enzyme system of T. urticae was analyzed by using different 
reference genes. [Results)] EFLn was confirmed the most suitable reference gene in the sensitive strain 
(SS) and the multi-pesticide resistant strain ( Mp-R) of T. urticae by geNorm, NormFinder and 
BestKeeper softwares. The expression level of CYP39241 was up-regulated significantly in the eggs of the 
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Mp-R strain ，and the expression levels of CYP392416 gene in various developmental stages of the Mp-R 


strain was significantly higher than the same stage of the sensitive strain of 7T. urticae after 40-generation 


selection with the multi-pesticides. The expression levels of CYP392A16 gene in various developmental 


stages of the Mp-R strain was significantly higher than those in the same stage of the sensitive strain of T. 


urticae. The expression levels of other genes were not significantly different between the Mp-R strain and 


the sensitive strain. [Conclusion)] EFIn gene is confirmed the most suitable reference gene in the multi- 


pesticide resistant strain and the susceptible strain of 7T. urticae. This work is contributable to the 


foundation for future gene expression studies in the resistant strain of 7T. urticae. 


Key words : Tetranychus urticae; resistance; CYP392A; gene expression level; RT-qPCR 


二 斑 叶 螨 Tetranychus urticae Koch 又 名 二 点 叶 
螨 、. 棉 叶 螨 , 是 蔬菜 、 花 天. 果树 、 棉 花 等 作物 的 重要 
害 螨 之 一 ,能 取 食 240 科 1 100 余 种 植物 ,包括 一 些 
有 毒 植 物 (Crbic et al., 2011) ,对 我 国 农业 生产 造成 
了 严重 影响 。 该 螨 以 刺 吸 式 口 器 刺 吸 植物 的 眷 液 ， 
幼 、 奉 螨 和 成 螨 均 能 为 害 寄主 的 叶片 、 芽 和 嫩 茎 ( 匡 
海源 和 程 立 生 ,1990) 。 二 斑 叶 螨 螨 体 小 .世代 多 、 
繁殖 速度 快 .发 育 历 期 短 , 极 易 产生 抗 药 性 ( 赵卫东 
等 , 2004)。 同 时 , 杀 虫 、 杀 螨 剂 的 长 期 大 量 不 合理 
使 用 更 加 剧 了 抗 药 性 的 发 展 ,使 杀 虫 、 杀 蠕 剂 的 研发 
速度 远 滞后 于 药剂 的 淘汰 速度 , 故 保护 现 有 品种 , 延 
长 其 使 用 寿命 ,对 于 降低 杀 虫 . 杀 螨 剂 的 应 用 成 本 具 
有 非常 重要 的 意义 。 近 年 来 ,与 二 斑 叶 螨 抗 药性 相 
关 的 机 理 人 研究 大 多 都 深入 到 基因 水 平 。 众 多 技术 
中 ,实时 荧光 定量 PCR (real-time fluorescence 
quantitative PCR ，RT-qPCR ) 是 研究 基因 表达 水 平 最 
有 效 的 手段 (Bustin et al., 2005 ) 。 随 着 二 斑 叶 螨 基 
因 组 的 测序 成 功 (Grbié er al., 2011) ,基因 表达 水 平 
的 定量 分 析 在 抗 性 研究 中 更 加 便捷 。 然 而 ,在 RT- 
qPCR 检测 中 ,由 于 不 同样 本 间 细 胞 数目 、 不 同样 本 
mRNA 表达 量 水 平 \ 目 的 基因 的 扩 增 效率 、RNA 提 
取 效 率 等 条 件 不 尽 相 同 ,导致 基因 表达 差异 较 大 。 
为 了 保证 目的 基因 表达 水 平 结果 的 准确 性 ,通常 引 
入 内 参 基因 进行 数据 校正 和 标准 化 ( Derveaux et al.， 
2010) 。 但 是 , 内参 基因 在 某 些 实验 条 件 下 表达 水 
平 差异 很 大 ,因此 在 进行 RT-qPCR 检测 之 前 ,应 该 
对 所 选 内 参 基因 的 稳定 性 进行 评价 。 本 文 采用 RT- 
qPCR 技术 ,通过 GeNorm，Normfinder 和 BestKeeper 
软件 对 二 斑 叶 蠕 敏 感 品系 和 多 重 抗 性 品系 (multi- 
pesticide resistant strain，Mp-R) 中 8 个 内 参 基 因 的 
表达 稳定 性 进行 评估 , 旨 在 筛选 出 能 在 二 斑 叶 螨 搞 
阿 维 菌 素 、 螺 螨 酯 和 甲 氰 菊 酯 混 剂 的 多 重 抗 性 品系 
Mp-R 中 稳定 表达 的 内 参 基 因 , 并 以 筛选 的 内 参 基 
因 对 二 斑 叶 螨 敏 感 品系 和 多 重 抗 性 品系 Mp-R 



















































































CYP3924 亚 家 族 16 个 基因 相对 表达 量 进行 分 析 。 明 
确 该 亚 家 族 基 因 表 达 水 平 变 化 与 二 斑 叶 螨 对 阿 维 苗 
素 、 螺 螨 酯 及 甲 氰 菊 酯 混 剂 抗 性 形成 的 关系 。 









































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

敏感 品系 (susceptible strain，SS ) :2007 年 采 自 
兰州 市 兴隆 山 森 林 公园 ,在 温度 (25 +1) ,相对 湿 
度 60% +5% ,光照 周期 16L: 8D 的 条 件 下 ,于 盆栽 
开 豆 苗 上 无 药剂 饲养 繁殖 约 40 代 后 为 二 斑 叶 螨 相 
对 敏感 品系 (SS) 来 源 。 

多 重 抗 性 品系 (multi-pesticide resistant strain ， 
Mp-R) :将 螺 螨 酯 . 甲 氰 菊 酯 和 阿 维 菌 素 以 其 单 剂 的 
LCa 为 汰 选 浓 度 混 合 ,均匀 喷洒 至 从 敏感 品系 (SS ) 
中 分 出 的 部 分 二 斑 叶 螨 个 体 上 ,进行 抗 性 种 群 汰 选 。 
用 药 4 ~5 次 , 待 其 种 群 扩 增 后 ,用 叶片 残 毒 法 进行 
室内 毒 力 测定 一 次 ,计算 其 致死 中 浓度 (LCs) ,并 
与 敏感 种 群 比较 , 求 出 抗 性 倍数 (RR), 记 为 1 个 尖 
选 周 期 。 连 续 汰 选 3 个 周期 后 ,逐渐 增加 汰 选 浓度 ， 
擎 握 抗 药性 的 发 展 趋势 ,直至 选 育 出 抗 性 较 高 的 抗 
性 品系 ( Mp-R ) 。 

1.2 主要 试剂 与 仪器 

20% 甲 氰 菊 酯 (fenpropathrin) 乳油 ( 红 太 阳 集 团 
有 限 公 司 ) 、240 g/L 螺 螨 酯 (spirodiclofen ) 悬浮 剂 
(德国 拜耳 作物 科学 公司 )、18 g/L 阿 维 菌 素 
(abamectin ) 乳油 (河北 伊 诡 生化 有 限 公 司 )。 
TRIzon Reagent 总 RNA 提取 试剂 盒 ( Invitrogen 公 
司 ), 反 转录 试剂 盒 PrimerScrip RT Reagent Kit 
(TaKaRa 公司 ) ,荧光 染料 GoTaq qPCR Master Mix 
(Promega 公司 ) , 核酸 蛋白 质 浓度 测定 仪 Nanovue 
(GE Healthcare ), StepOne and StepOne Plus™ 
Real-Time PCR Systems 实时 荧光 定量 PCR 仪 (ABI 
公司 ) ,去 基因 组 试剂 盒 RQ1 RNase-Free DNase 
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(Promega 公司 )。 
1.3 二 斑 叶 螨 抗 性 品系 毒 力 测 定 

参照 FAO 推荐 的 叶片 残 毒 法 ,分 别 测定 阿 维 菌 
素 . 甲 氰 菊 酯 和 螺 螨 酯 3 个 单 剂 对 二 斑 叶 螨 抗 性 种 
群 的 毒 力 ,每 处 理 重复 3 次 ,以 蒸馏 水 处 理 为 对 照 。 
数据 以 PoloPlus 软件 处 理 , 求 其 毒 力 回归 方程 .LCs 
以 及 抗 性 指数 及 卡 方 值 。 
1.4 二 斑 叶 螨 总 RNA 提取 

分 别 收集 二 斑 叶 螨 SS 和 Mp-R 品系 的 卵 (2 -3 
日 龄 ) ` 幼 螨 (1 日 龄 ) 若 螨 (1 日 龄 ) 、 雄 成 螨 (1 日 
龄 ) 和 上 峻 成 螨 (2 -3 日 龄 ) 约 1 000 粒 ( 头 ) ,加 液 须 
充分 研磨 后 ,严格 按照 TRIzon Reagent 总 RNA 提取 
试剂 盒 说 明 书 提取 总 RNA ,1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 
测 其 完整 性 , Nanovue( GE HealthCare ) 核酸 浓度 测 
定 仪 测定 其 浓度 与 纯度 , -80% 保存 ,每 个 发 育 阶段 
进行 3 次 生物 重复 。 
1.5 去 基因 组 及 反 转 录 合成 第 一 链 cDNA 

按照 去 基因 组 及 反 转 录 合 成 第 一 链 cDNA 说 明 
书 : DNasel0 x Reaction Buffer 1 pL; DNase Free 
DNase 1 kL; 总 RNA 0.5 ng,RNase-free Water 补充 
至 10 kL, 反应 总 体积 10 pL。 混 匀 、 轻 微 离心 后 ， 
37% 反应 15 min;65% 反应 10 min; 加 入 1 pL DNase 















































Stop Solution ,65% 反应 10 min 即 可 去 除 DNA 模板 ; 
取 5 pL 去 基因 组 产物 ,加 入 5 x PrimerScript® Buffer 
(for Real Time) 2 pL, PrimeScript® RT Enzyme Mix 
10.5 nL, Random 6mers 0.5 nL, Oligo dT Primer 
0.5 ML，RNase-free Water 补充 至 10 nL。 混 匀 、 轻 
微 离心 后 37% 反 应 15 min;85 反 应 5 s。 反 应 完成 
后 cDNA 模板 于 -20Y 条 件 下 保存 。 
1.6 内参 基因 的 选择 

根据 研究 文献 (高 新 菊 ，2012; Niu er al.， 
2012; Demaeght ei al., 2013) ,选取 了 8 个 候选 内 参 
基因 ,包括 5.8S 核糖 体 RNA(5.8S rRNA) 基因 、a- 
微 管 蛋 白 (a-tubulin) 基因 、 核 糖 核 酸 聚 合 酶 的 转 
录 因 子 (TBP) 基因 、B- 肌 动 蛋白 ( B-actin) 基因 、 延 介 
因子 1(ELFn) 基因 核糖 体 60S 亚 基 (RPL13a) 甘 
油 醛 -3- 克 酸 脱 氢 酶 (GAPDH ) 基因 和 琥珀 酸 脱氧 酶 
复合 体 A 亚 基 (SDHA) 基 因 。 
1.7 引物 设计 

采用 Primer3.0 软件 ,根据 二 斑 叶 螨 8 个 内 参 基 
因 及 P450 酶 系 CYP3924 亚 家 族 16 个 解毒 酶 基因 
全 基因 组 序列 信息 设计 RT-qPCR 定量 引物 ,引物 由 
华 大 基因 科技 有 限 公 司 合成 。 引 物 序列 及 相关 信息 
如 表 1 所 示 。 








表 1 相关 基因 RT-qPCR 定量 引物 信息 
Table 1 Information relative gene primers used in qRT-PCR 























基因 引物 序列 (5 -3') 基因 引物 序列 (5 -3') 
Genes Primer sequence Genes Primer sequence 
i F: TACCGGCAATTATTCCATCC ye F: AGCAACCTTATCATGGGCCA 
Ce; R: TCCAGTTCCACCTCCAAAAC R: TTGATCCAACCACAGAGCCT 
F: GAATTGAGAGTTGCCCCTGCA F: GAATACGGCGCTTTCCATT 
B-actin CYP392A6 
R: GTACGACCGGAAGCGTAAA R: TGTTGGGGTCCTTGTAGTCA 
F: CAATTTCTGGATGGCATGGT F: AATTTACTTCGTCGAGCCGC 
ELFn CYP39247 
R: TCGAAGTGCCTTGCTCAACTG R: AGCCTTCACCGAGACAGATC 
a F: CTTTGGCCAAGGTCATCAAT oe F: GGGATGATTGGCGCTTTCAT 
R: ACAGCCTTAGCTGCACCAGT R: GTGACCGAACAGCAGGATTG 
ee F: CGGCAAGGTTTAAAGAAGG 0 F: TTCGCTGAGATGTCTGGTGA 
Fa R: GTGATCCACCGCTTGAAGA R: TCAACTTTGCCCTGACCAA 
F: GTTGTCGTGGTGAAGGAGG F: GCATGGGAGTTTTAAGGCGT 
SHH R: TTGCCGTCTCTGAAATTCCT HSA R: ATGGACCCGATTCGTTGAGT 
F: GTTTGCACTGGGGCTAAAAG F: GCTGTTTCCAATGATGCCT 
TBP CYP392A11 
R: ATTCTGGGTTTGACCATTCG R: ACCAAGACCGACATCACGTA 
pj F: AACGTGGTTACACCGCATTA dd F: ACCTGTGGCCTAATCCTGAT 
2 R: TGTACTTCCAGCCAACCTCA R: AGGTTGGATGGACGTCTTGA 
Pe F: CAATGTCGGGTGAAGCTTGG A F: CTGGTCCTTGGGGTCTTCC 
R: GGCATTAGACGTTCAGGCA R: GGTCGAGCAAGTAAGGCATC 
po F: CTGGTGATGTTTGGCGCTGAA i F: CTGGTCCTTGGGGTCTTCC 
R: AGGCATTAGACGTTGAGGC R: GTGACAAGGGCTTCATGTGCG 
pe F: TCAATGTCGGGTGATGCTTG Apo F: TCATACCTTTCAGTGCCGGT 
” R: CGTTGAGACAAGTCATTCGC R: GGAAGGTTAGCTGGTCGTCT 
pe F: CGTCCATCATGAACCCAAAC i F: ACAGTTTGATTGGGCTTGC 
2 R: ACGTCGAGTAAGGCCAAAC R 


: : AGGCCAATCACAAACCAAGA 
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1.8 RT-qPCR 较 和 排名 候选 内 参 基 因 ,标准 化 值 越 小 该 基因 越 稳 


RT-qPCR 反应 体系 为 20 nL: 奖 光 染 料 GoTaq ® 
qPCR Master Mix 10 pL, Nuclease-free Water 7 UL， 
上 下 游 引 物 各 1 kL, 模板 cDNA 1 pL。 反 应 条 件 
95% 预 变 性 2 min;95% 变性 15 s,60% 退火 30 s， 

共 40 个 循环 ;最 后 在 60Y 到 95%C ,每 个 循环 增加 
0.65% 的 条 件 下 进行 熔 解 曲线 过 程 。 经 熔 解 曲线 分 
析 确 认定 量 引物 的 特异 性 后 ,将 模板 cDNA 按 1:4 梯 
度 稀释 成 5 个 浓度 (1, 1/4, 1/16, 1/64 和 17256 ) 进 
行 标准 曲线 分 析 , 并 计算 不 同 引 物 的 扩 增 效率 。 
个 处 理 3 次 技术 重复 ,对照 用 Nuclease-free Water 代 
替 模 板 。 

1.9 ”内参 基因 稳定 性 评价 

本 文 使 用 在 线 软 件 RefFinder ( http://www. 
leonxie. com/ referencegene. php? type = reference ) 分 
析 了 8 个 候选 内 参 基 因 的 稳定 性 。Reffinder 集合 
了 GeNorm ，NormFinder 及 BestKeeper 的 计算 程序 ， 
根据 内 参 基因 的 Ct 值 计算 其 标准 化 值 并 依 此 来 比 














表 2 


定 ; 反 之 , 则 不 稳定 。 
1.10 数据 分 析 
采用 比较 Ct 值 的 方法 计算 二 斑 叶 螨 Mp-R 品 


系 中 CYP392A 亚 家 族 基因 的 相对 表达 量 , 利用 
SPSS19 软件 进行 独立 样本 了 检验 。 


2 结果 
2.1 二 斑 叶 螨 抗 性 品系 的 生物 测定 结果 

在 室内 条 件 下 ,经 过 连续 40 代 的 抗 性 选 育 ,二 
斑 叶 螨 对 阿 维 菌 素 的 LCax 由 0. 024 mg/mL 上 升 至 
4.034 mg/mL, 抗 性 倍数 达到 169. 390 倍 , 成 为 高 搞 
种 群 (RR > 160 ) ; 对 甲 氰 菊 酯 的 LCs 由 0. 166 mg/ 
mL 上 升 至 5.229 mg/ml, 抗 性 倍数 达到 40. 138 倍 ， 
为 中 高 抗 种 群 (40 < RR < 160 ) ; 对 螺 螨 酯 的 LCs 由 
0.345 mg/mL 上 升 至 5.531 mg/mlL, 抗 性 倍数 达到 
14.722 倍 , 为 低 抗 种 群 (10 <RR <40)( 表 2)。 














二 斑 叶 螨 抗 性 品系 (Mp-R) 对 3 种 杀 螨 剂 的 生物 测定 结果 


Table 2 Bioassay results of the multi-pesticide resistant strain (Mp-R) of Tetranychus urticae to three miticides 





























品系 药剂 LCso (mg/ mL) 抗 性 倍数 Resistant ratio 
: Slope + SE x 

Strain Pesticide (95% CL) (95% CL) 

螺 螨 酯 Spirodiclofen 2.238 +0.202 4.269 0.021(0.039 -0.333) 一 
SS 甲 氰 菊 酯 Fenpropathrin 1.954 +0.286 1.929 0.166(0.132 -0.208) 一 

阿 维 菌 素 Abamectin 1.476 +0.225 2.158 0.022(0.020 -0.028) 一 
螺 螨 酯 Spirodiclofen 0.445 +0.211 4.945 0.309(0.129 -0.506) 14.722(4.968 -23.628) 

Mp-R 甲 氰 菊 酯 Fenpropathrin 1.675 +0.202 2.130 6.663(4.514 -7.379) 40. 138(24.485 -49.319 ) 
阿 维 菌 素 Abamectin 0.316 +0.030 3.907 4.034(3.080 -5.582) 169.390(121.552 -236.057) 

2.2 二 斑 叶 螨 不 同 品 系 总 RNA 提取 2.3 熔 解 曲线 及 标准 曲线 分 析 








分 析 8 个 候选 内 参 基 因 及 16 个 CYP3924 亚 家 
族 解毒 酶 基因 燃 解 曲线 ,结果 显示 其 熔 解 曲线 均 呈 
现 单 峰 ,可 知 对 上 述 基因 所 设计 引物 特异 性 良好 。 
将 SS 和 Mp-R 品系 cDNA 模板 分 别 按 1:4 梯度 稀释 
成 5 个 浓度 进行 标准 曲线 分 析 , 测 得 上 述 所 有 基因 


提取 的 二 斑 叶 螨 SS 和 Mp-R 品系 各 发 育 阶段 

总 RNA 经 测定 纯度 和 浓度 均 符合 要 求 ( Awo/Azgo 在 

1.8 ~2.2 之 间 ,Aswo/Awo 在 2.0~2.4 之 间 );0.8% 

琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 到 28S rRNA 和 18S rRNA 两 
条 带 且 条 囊 明 亮 , 说 明 RNA 完整 (图 1)。 


图 1 二 玛 叶 螨 SS 和 Mp-R 品系 不 同 发 育 阶段 总 RNA 电泳 区 
Agrose gel electrophoresis of total RNA from the susceptible strain (SS) and multi-pesticide resistant strain ( Mp-R) 
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Fig. 1 
of Tetranychus urticae at different developmental stages 
A: 卵 Egg; B: 幼 螨 Larva; C: 若 螨 Nymph; D: 雄 成 螨 Male adult; E: 雌 成 螨 Female adult. 1 -2: SS 品 


strain. 


直系 SS strain; 3 -4: Mp-R 品系 Mp-R 
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图 2 ”RefFinder 软件 综合 评价 二 斑 叶 螨 SS 和 Mp-R 品系 内 参 基 因 表 达 排名 几何 结果 


Fig. 2 Ranking values of reference genes in the susceptible strain (SS) and the multi-pesticide resistant strain ( Mp-R) of 








Tetranychus urticae calculated by RefFinder 
A: 卵 Egg; B: 幼 螨 Larva; C: 若 螨 Nymph; D: 肉 成 螨 Famale adult; E; 雄 成 螨 Male adult. 
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因 相对 表达 模式 分 析 


Fig. 3 Analysis of relative expression levels of CYP392A subfamily genes in the susceptible strain (SS) and the multi-pesticide 


resistant strain ( Mp-R) of Tetranychus urticae at different developmental stages 


A: 卵 Egg; B: 幼 螨 Larvai C: 若 螨 Nymph; D: 雌 成 螨 Female adult; EE: 雄 成 螨 Male adult. 柱 上 单 星 号 和 双星 号 分 别 示 SS 和 Mp-R 之 间 差 
异 显著 (P<0.05) 和 极 显 著 (P<0.01) (TT 检验)。Single asterisk and double asterisks above bars indicate significant difference (已 <0.05) and 
extremely significant difference (已 <0.01 ) between SS and Mp-R, respectively (了 test ) . 
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的 扩 增 效率 在 90% ~ 110% 范围 内 ,决定 系数 在 
0.990 ~ 1. 000 之 间 , 所 设 24 对 引物 均 符 合 RT- 
qPCR 分 析 要 求 。 
2.4 内 参 基因 稳定 性 评价 

经 在 线 软 件 RefFfinder 的 综合 分 析 结 果 表 明 ,在 
不 同 发 育 阶 段 8 个 候选 内 参 基 因 的 排名 几何 平均 值 
最 小 的 基因 为 : ELFn 基因 在 二 斑 叶 螨 SS 和 Mp-R 
品系 各 发 育 阶段 稳定 性 均 较 好 (图 2:A ~E) ,适宜 
选 作 内 参 基 因 ; B-actin, a-tubulin, SDHA 及 5. 8S 
rRNA 基因 稳定 性 均 较 差 ,不 适合 作为 本 研究 内 参 
基因 。 
2.5 二 斑 叶 螨 不 同 发 育 阶段 CYP3924 亚 家 族 基 
因 相对 表达 模式 分 析 

二 斑 叶 螨 Mp-R 品系 不 同 发 育 阶段 CYP3924 亚 
家 族 16 个 基因 表达 量 的 变化 见 图 3。 图 3 结果 
明 :二 斑 叶 螨 Mp-R 品系 P450 酶 系 CYP3924 亚 家 族 
16 个 基因 中 大 多 数 基 因 表 达 量 在 幼 螨 阶段 和 若 螨 
阶段 均 不 同 程度 地 低 于 卵 、 成 螨 阶 段 , 表 明 幼 螨 、 若 
里 的 抗 逆 能 力 低 于 卵 \. 成 螨 阶段 ;此 外 , 除 卵 的 
CYP392413 基因 、 幼 螨 阶 段 的 CYP39242 和 
CYP392410 基因 ,以 及 若 螨 阶段 的 CYP39243 基因 
均 较 SS 品系 略 有 下 调 但 下 调幅 度 不 大 ,其 他 基因 在 
各 个 发 育 阶 段 表达 量 均 有 不 同 程度 的 上 调 ;其 中 , 卵 
的 CYP39241 基因 表达 量 显著 上 调 , 为 SS 品系 卵 期 
的 1.79 倍 ;CYP392416 基因 表达 量 在 各 发 育 阶段 均 
极 显著 上 调 ,分 别 为 SS 品系 相应 发 育 阶段 的 3.37， 
2.31, 2.80, 7.24 和 3.05 倍 。 


























3 讨论 


RT-qPCR 因 其 快速 性 、 精 确 性 和 灵敏 性 成 为 研 
究 基 因 表 达 水 平 的 重要 工具 , 目前 在 二 斑 叶 螨 多 重 
抗 性 研究 中 少 有 报道 。 在 RT-qPCR 试验 中 ,正确 选 
择 内 参 基 因 是 保证 其 结果 可 靠 性 的 前 提 条 件 
(Bustin et al., 2005; Vanguilder et al., 2008; 
Derveaux et al., 2010)。 但 是 ,内 参 基因 的 稳定 性 并 
不 是 固定 不 变 的 ,其 稳定 性 不 仅 与 试验 条 件 有 关 , 也 
与 试验 样本 的 组 织 及 发 育 阶段 等 有 关 ( 吴 家 红 等 ， 
2011; 李 俊 等 , 2012 ) ,选择 不 适宜 的 内 参 基因 可 能 
放大 RT-qPCR 实验 结果 的 误差 。 例 如 ,在 二 斑 叶 螨 
抗 甲 氰 菊 酯 品系 (Fe-R) 中 所 筛选 内 参 基 因为 a- 
tubulin( 高 新 菊 ，2012 ) ,在 抗 阿 维 菌 素 品 系 (Av-R ) 
和 抗 螺 虫 乙 酯 品系 (Sp-R) 中 ELFn 基因 稳定 性 最 好 
( 杨 顺 义 等 , 2013 ) 。 因 此 ,在 进行 RT-qPCR 时 ,应 



































分 析 和 评价 特定 试验 条 件 下 所 选 内 参 基 因 的 稳定 
性 。 经 CeNorm ,NormFinder 和 BestKeeper 3 种 软件 
分 析 结 果 表 明 ,ELFn 基因 在 二 斑 叶 螨 SS 和 Mp-R 
品系 各 发 育 阶 段 稳定 性 均 较 好 ,适宜 选 作 内 参 基因 。 
以 ELFn 基因 为 内 参 基因 ,采用 RT-qPCR 分 析 了 二 
斑 叶 螨 SS 和 Mp-R 品系 中 P450 酶 系 CYP3924 亚 家 
族 16 个 解毒 酶 基因 相对 表达 量 的 变化 。 结 果 显 示 ， 
Mp-R 品系 CYP3924 亚 家 族 16 个 基因 表达 量 在 幼 
里 阶段 和 阁 螨 阶段 低 于 卵 与 成 螨 阶段 ,表明 幼 螨 各 
里 的 抗 逆 能 力 低 于 卵 与 成 螨 阶段 ;CYP392416 基 
表达 量 在 各 发 育 阶段 均 极 显著 上 调 ,有 日 明 显 高 于 其 
他 基因 的 表达 量 ,表明 该 基因 在 二 斑 叶 螨 多 重 抗 性 
的 形成 中 起 主要 作用 。 此 外 , 除 个 别 基因 表达 量 在 
某 些 发 育 阶 段 有 所 下 调 外 ,大 多 数 基因 表达 量 均 有 
不 同 程度 的 上 调 , 可见 , CYP3924 亚 家 族 基因 可 能 
在 阿 维 菌 素 . 甲 氰 菊 酯 及 螺 旺 酯 混 剂 的 抗 性 形成 中 
发 挥 着 重要 作用 , 且 在 不 同 发 育 阶段 作用 效果 可 能 
不 尽 相 同 。 基 因 表 达 量 发 生变 化 可 能 与 其 稳 态 响应 
机 制 有 关 , 即 在 受到 外 界 不 恨 环境 胁迫 时 (如 药剂 
胁迫 ) ,昆虫 会 启动 稳 态 响应 机 制 ,这 种 机 制 会 使 其 
细胞 免 受 花生 四 烯 酸 代谢 产物 等 物质 的 毒害 ,在 此 
过 程 中 存在 能 量 平衡 现象 ( White and Coon ，1980 ; 
Morgan ,1997,， 2001) , 即 CYP392416 等 基因 表达 量 
上 调 需 要 更 多 的 能 量 ,导致 能 量 的 再 分 配 ,而 其 余 基 
因 表 达 量 不 变 或 者 下 调 。 
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